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1. MỞ ĐẦU 
Lạc là cây màu được người dân quan tâm sản xuất vì giá trị dinh dưỡng và cải tạo đất. 
Ngoài ra trồng cây lạc còn tận dụng các loại đất khó canh tác với các loại cây trồng khác. Trong 
những năm gần đây, hạn hán ngày càng trở nên khắc nghiệt. Vì vậy, trồng nhóm cây lấy dầu sẽ 
kinh tế hơn so với trồng lúa nước. Đặc biệt đối với những vùng đất bạc màu có khó khăn về tưới 
nước thì trồng cây lạc được xem như là có hiệu quả kinh tế hơn cả. Vì thế, việc thay đổi cơ cấu 
giống cây trồng ở một số tỉnh thành đã được Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn phê duyệt  
(http://www.mard.gov.vn/Phê duyệt quy hoạch phát triển ngành dầu thực vật Việt Nam). 
Việc cải thiện giống bằng các phương pháp truyền thống như lai tạo, đột biến đã làm năng 
suất tăng đáng kể đối với cây lạc. Tuy nhiên, hiệu quả vẫn chưa cao vì thời gian chọn tạo. Với sự 
hỗ trợ của sinh học phân tử đã giúp đẩy nhanh quá trình chọn tạo giống mà không bị chi phối bởi 
môi trường. Hiện nay, hàng loạt các chỉ thị phân tử như AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism), RAPD (Radom Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence 
Repeat)…đã được nghiên cứu và từng bước hỗ trợ cho chọn tạo một số loại giống cây trồng [1, 4 
6, 9, 10]. Tuy nhiên việc tạo các giống cây lạc có sự hỗ trợ của chỉ thị phân tử mới đang được 
bắt đầu nghiên cứu Việt Nam [2, 3].  
Nhằm bước đầu cung cấp thêm cơ sở cho việc chọn tạo ra các dòng lạc bằng phương pháp 
đột biến. Nghiên cứu này đề cập đến việc “Đánh giá mức độ thay đổi  phân tử của các dòng 
lạc đột biến mới chọn tạo bằng chỉ thị SSR” 
2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Vật liệu thực vật  
Vật liêu được sử dụng trong nghiên cứu là 24 dòng lạc đột biến triển vọng thế hệ M3 nhận 
được bằng phương pháp xử lí đột biến tia gamma do Viện Nghiên cứu dầu và cây có dầu cung 
cấp, trong đó 8 dòng có nguồn gốc từ giống VD2 và 16 dòng có nguồn gốc từ giống L9801. Mỗi 
dòng chọn hai quả, mỗi quả chọn 2 hạt để đánh giá mức độ biến đổi phân tử. Danh sách và kí 
hiệu các dòng lạc như trong bảng 1.  
Bảng 1. Danh sách và kí hiệu các dòng lạc trong nghiên cứu 
TT Tên các dòng lạc đột biến Mức độ chiếu xạ Đặc điểm 
1 VD2(đối chứng) 0 krad Trái nhỏ, vỏ láng 
2  VD2-1-1 (*) 
10 krad Trái nhỏ, dài trơn, năng suất và 
chịu khá với bệnh lá 3 VD2-1-2 
4 VD2-1-3 
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TT Tên các dòng lạc đột biến Mức độ chiếu xạ Đặc điểm 
5 VD2-1-4 10 krad Trái nhỏ, dài trơn, năng suất và 
chịu khá với bệnh lá 
6 VD2-2-1 
10 krad Trái có mỏ nhọn 




10 L9801(đối chứng) 0 krad Trái to, rắn 
11 L9801-1-1 
15 krad Trái nhỏ, ngắn ngày, năng suất 






Trái trơn, tròn nhỏ ngắn ngày, 















Mười một cặp mồi SSR chuyên dụng đối với cây lạc đã được sử dụng để đánh giá mức độ 
sai khác ADN của 24 dòng lạc đột biến. Tên và trình tự các nucleotide của 11 cặp SSR như 
trong bảng 2. 
Bảng 2. Trình tự các nucleotide của 11 cặp mồi SSR 
TT Tên 
mồi 
Trình tự các nucleotide Kiểu bazơ lặp 
lai 
Nhiệt độ gắn 
mồi (°C) 
Kích thước lí 
thuyết (bp) 
1 L25 5' tga gtt tcc cca aaa gga ga              
5' caa caa caa tac ggc caa ca  
(ctt)13 57 132 
2 L29 5' tct gtt gag aac cac ca ca
 
5' gtg cta gtt gct tga cgc ac 
(ttg)6/(taa)15 59 198 
3 L32 5' gga cag ccg gat gct att ta 
5' aca tga gtc cct ttt ccc tt 




Trình tự các nucleotide Kiểu bazơ lặp 
lai 
Nhiệt độ gắn 
mồi (°C) 
Kích thước lí 
thuyết (bp) 
4 L33 5' gga cag ccg gat gct att ta 
5' aca tga gtc cct ttt ccc tt  
(tatc)12 65 225 
5 L36 5' gca act agg gtg tag gcc gt 
5' caa ccc tat aca ccg agg ga 
(gt)31 59 285 
6 L37 5’  aat ccg acg caa tga taa aaa 
5’  tcc cct tat tgt tcc agc ag 
(taa)10 58 265 
7 L38 5' cgt tct ttg ccg ttg att ct 
5' agc acg ctc gtt ctc tca tt 
(ga)19 64 282 
8 L41 5' tga cct caa ttt tgg gga ag
 5' gcc act att cat cgc ggt a 
(taa)17/ (tgg)10 58 270 
9 L43 5' tga cca aag tga tga agg ga 
5' aag ttg ttt gta cat ctg tca tcg 
(taa)19 58 262 
10 L50 5'atcaccatcagaacgatccc 
5' ttt gta gcc ttc tgg cga gt 
(ga)26/(gt)26 57 269 
11 L54 
 
5’ catgccatcatcacaacaca   
5’ ggaggaagcaatggtttcag   
(ga)32 60 310 
2.2. Phương pháp nghiên cứu 
Kĩ thuật tạo cây con, thu và bảo quản lá: Lựa chọn các hạt lạc có kích thước đều nhau, 
không nhăn nheo, nguyên vẹn. Gieo các hạt vào các cốc có lỗ thủng ở đáy đựng cát sạch, giữ ẩm 
và đặt ngoài điều kiện tự nhiên. Thu lá dùng ngay hoặc cho vào ống eppendorf bảo quản ở nhiệt 
độ -86oC cho đến khi sử dụng. 
Tách chiết ADN tổng số từ lá: Theo phương pháp của Murray và Thompson (1990). Kiểm 
tra độ sạch và hàm lượng ADN bằng đo quang phổ hấp thụ kết hợp với điện di trên gel agarose 
0,8%. 
Phản ứng SSR: Thể tích của mỗi phản ứng là 25µl, trong đó 1X đệm PCR, 2,5 mM 
MgCl2, 250 µM dNTP (ATP, TTP, CTP và GTP), 200 pM đoạn mồi, 0,04 đơn vị Taq 
polymerase và  5 - 10 ng ADN khuôn. Chu trình nhiệt: bước 1: 94°C - 4 phút, bước 2: 92°C - 45 
giây, bước 3: từ 57°C đến 65°C (tuỳ cặp mồi) 1 phút , bước 4: 72°C - 1 phút, bước 5: 72°C - 10 
phút và bước 6: lưu giữ ở 4°C. Từ bước 2 đến bước 4 lặp lại 35 chu kỳ. Điện di phân tích sản 
phẩm PCR-SSR trong gel polyacrylamide 6%, nhuộm bạc để chụp ảnh. 
Phân tích số liệu: Dựa trên sự xuất hiện hay không xuất hiện của các phân đoạn ADN khi 
điện di sản phẩm PCR-RAPD với cặp mồi SSR của các dòng lạc đột biến làm cơ sở cho việc 
phân tích số liệu. Tiêu chuẩn hoá sản phẩm SSR, xác định hệ số di truyền giống nhau, giá trị 
PIC...để lập ra biểu đồ so sánh hệ số tương đồng di truyền giữa các dòng lạc đột biến theo 
phương pháp Nei và Li, 1979; Wei, (1990). Số liệu được xử lí bằng chương trình NTSYSpc 
version 2.0 (Rohf, 2001).  
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3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Xác định mức độ sai khác di truyền của các dòng lạc đột biến bằng chỉ thị SSR 
Mười một cặp mồi SSR đã được sử dụng để đánh giá mức độ sai khác ADN của 24 dòng 
lạc đột biến (8 dòng có nguồn gốc từ giống VD2 và 16 dòng có nguồn gốc từ giống L9801). Kết 
quả phân tích sản phẩm PCR-SSR trên gel polyacrylamide 6% cho thấy, trong số 11 cặp mồi 
SSR, có ba cặp mồi (L33, L37 và L38) không chỉ ra tính đa hình (PIC = 0), tám cặp mồi (L25, 
L29, L32, L36, L41, L43, L50 và L54) cho tính đa hình với giá trị PIC dao động từ 0,44 (L41) 
đến 0,85 (L32). Trong đó, 7/8 cặp mồi cho tính đa hình cao với giá trị PIC ≥ 0,5 (chiếm 87,5%). 
Số lượng các phân đoạn ADN được nhân bản với mỗi mồi xê dịch từ 1 đến 9 trong phạm vi quan 
sát (bảng 3). Kích thước các phân đoạn ADN nhân bản nằm trong khoảng từ 120 bp đến 360 bp. 
Tổng số thu được 32 phân đoạn ADN, trong đó có 18 phân đoạn đa hình (chiếm 46%) và 14 
phân đoạn đơn hình (bảng 3). 











Rõ ràng các dòng lạc đột biến thế hệ M3 có sự biến đổi ở mức độ phân tử. Kết quả phân 
tích sản phẩm PCR-SSR điện di trên gel polyacrylamide 6% của 24 dòng lạc đột biến với hai cặp 
mồi L25 và L41 minh hoạ cho 11 cặp mồi dùng trong nghiên cứu. 
3.2. Phân tích sản phẩm PCR-SSR của 24 dòng lạc đột biến với cặp mồi L25  
Sản phẩm PCR-SSR của 24 dòng lạc đột biến với cặp mồi L25 đã nhân bản được 2 phân 
đoạn ADN trong phạm vi quan sát từ 120 đến 170 bp (hình 1). Tám dòng lạc đột biến từ giống 
gốc VD2 đã không có sự biến đổi về kiểu gen khi so sánh giữa các dòng với nhau và với cả 
giống gốc (các phân đoạn ADN nhân bản được giống nhau hoàn toàn). Đối với 16 dòng đột biến 
Mồi Giá trị PIC Tổng số PĐ đa hình PĐ đơn hình % PĐ đa hình 
L25 0,73 2 2 0 100 
L29 0,74 2 2 0 100 
L32 0,85 4 4 0 100 
L33 0,00 1 0 1 0 
L36 0,56 4 3 1 75 
L37 0,00 2 0 2 0 
L38 0,00 4 0 4 0 
L41 0,44 4 2 2 50 
L43 0,53 3 2 1 67 
L50 0,71 2 2 0 100 
L54 0,53 9 7 2 78 
 Tổng 32 18 14  
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từ giống gốc L9801 có sự biến đổi rõ ràng, điển hình là các dòng  L9801-1-1, L9801-1-2, 
L9801-2-1, L9801-2-4, L9801-3-1, L9801-4-1, L9801-4-2, L9801-4-3 và L9801-4-4 (giếng 11, 
12, 15, 18, 19, 23, 24, 25 và 26, tương ứng) đã xuất hiện phân đoạn ADN mới ở vị trí khoảng 








Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm PCR-SSR của 24 dòng lạc đột biến với cặp mồi L25 trên 
gel polyacrylamide 6%  
Giếng 1-26: thứ tự các dòng/giống lạc như trong bảng 1; M: Marker phân tử 100 bp.                      
Mũi tên tương ứng phân đoạn khoảng 170 bp 
 
3.3. Phân tích sản phẩm PCR-SSR của 24 dòng lạc đột biến với cặp mồi L41  
Kết quả điện di sản phẩm PCR-SSR của 24 dòng lạc đột biến với cặp mồi L41 (hình 2) đã 
thu được 4 phân đoạn ADN trong phạm vi từ 250 bp đến 307 bp. Đối với mồi này, các dòng đột 
biến từ giống lạc VD2 và giống L9801 đều có sự biến đổi về kiểu gien. Cụ thể là tất cả các dòng 
đột biến từ giống VD2 (giếng 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 và 9) đều xuất hiện phân đoạn ADN mới ở vị trí 
khoảng 278 bp (mũi tên). Đối với các dòng đột biến từ giồng L9801 có 2 dòng L9801-1-2 (giếng 
12) và dòng L9801-1-4 (giếng 14) xuất hiện phân đoạn ADN mới ở vị trí khoảng 178 bp và 5 
dòng L9801-2-3, L9801-3-3, L9801-3-4, L9801-4-2 và L9801-4-3 (giếng 17, 21, 22, 24 và 25, 








Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm PCR-SSR của 26 dòng lạc đột biến với cặp mồi L29 trên gel 
polyacrylamide 6%  
Giếng 1-26: thứ tự các dòng/giống lạc như trong bảng 1; M: Marker phân tử 100 bp.                       
Mũi tên tương ứng phân đoạn khoảng 278 bp 
Kết quả nhận được trên đây cho thấy, rõ ràng các dòng lạc đột biến đã có sự biển đổi rõ 
ràng ở mức độ phân tử. Nhìn chung, số lượng các phân đoạn nhân bản của 24 dòng lạc đột biến 
   1   2  3   4  5   6  7   8   9  10 11 12  13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 M 
100 bp 
M  1  2   3   4   5   6  7   8  9  10 11  12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26  
300 bp 
 68
khi phân tích với mỗi mồi SSR hầu như không khác nhau mà chỉ khác nhau ở kích thước phân 
đoạn ADN nhân bản được mà thôi.  
Trong nghiên cứu này cũng nhận thấy, các dòng lạc đột biết từ giống gốc L9801 có mức độ 
thay đổi phân tử nhiều hơn so với các dòng lạc đột biến từ giống gốc VD2, điều này cũng có thể 
giải thích rằng, 16 dòng lạc đột biến từ giống gốc L9801 đựơc xử lí ở liều chiếu tia gama là 15 
Krad và 20 Krad, còn 8 dòng đột biến từ giống VD2  đựơc xử lí ở liều chiếu xạ tia gama là 10 
Krad. Tuy nhiên để chọn tạo ra được các dòng lạc mới, thì liều chiếu xạ tuỳ thuộc vào từng 
giống.  
3.4. Mối quan hệ di truyền giữa 24 dòng lạc đột biến khi phân tích với 11 chỉ thị SSR 
Mối quan hệ di truyền giữa 24 dòng lạc đột biến thu được từ 2 giống lạc gốc VD2 và 
L9801 khi phân tích với 11 cặp mồi SSR được thiết lập theo phương pháo DICE và kiểu phân 
nhóm UPGMA (Nei và Li, 1979). 
Mức độ sai khác phân tử giữa 8 dòng lạc đột biến tạo từ giống lạc VD2 
Mức độ sai khác di truyền của tám dòng lạc đột biến từ giống gốc VD2 khi phân tích với 11 
cặp mồi SSR  thể hiện ở hình 3 cho thấy, tất cả 8 dòng lạc đột biến đều có sự sai khác di truyền 
so với giống gốc. Hệ số sai khác di truyền giữa các dòng lạc đột biến dao động từ 0% đến 37% 
(1 - 0,63), trong đó ba dòng lạc VD2-1-1, VD2-1-2 và VD2-1-3 giống nhau về mặt di truyền 
(trong đó VD2-1-1 và VD2-1-2 là hai hạt của cùng một quả, còn VD2-1-1,  VD2-1-2 và VD2-1-
3 là các hạt không cùng một quả) và có hệ số sai khác với giống gốc ít nhất khoảng 4%                      
(1 - 0,96), dòng VD2-2-3 và VD2-2-4 lại có sự sai khác nhiều nhất so với giống gốc khoảng 
27% (1 - 0,63). Kết quả phân tích ở đây cũng cho thấy, mức độ biến đổi phân tử của 8 dòng lạc 
đột biến tương đối phong phú, vì ngay hai dòng của cùng một quả cũng có sự khác nhau (chằng 
hạn như dòng lạc VD2-2-1 và VD2-2-2 là hai hạt bắt nguồn từ một quả nhưng lại khác nhau 













Hình 3. Sơ đồ hình cây của 8 dòng lạc đột bíen và giống gốc VD2 theo hệ số di truyền của 
DICE và kiểu phân nhóm UPGMA 
Mức độ sai khác phân tử giữa 16 dòng lạc đột biến tạo từ giống lạc L9801 
Coefficient
0.63 0.72 0.81 0.91 1.00














0.55 0.66 0.77 0.89 1.00























Xác định mức độ sai khác phân tử của các dòng lạc đột biến thế hệ M3 từ giống gốc L9801 
ở hình 4 nhận thấy, tất cả 16 dòng lạc đột biến đều có sự sai di truyền so với giống gốc L9801. 
Hệ số di truyền sai khác giữa các dòng lạc đột biến từ giống L9801 dao động từ 0% (1 - 1) đến 
45% (1 - 0,55). Dòng lạc L9801-2-2 có hệ số sai khác di truyền ít nhất so với giống gốc L9801 
khoảng 0,9% (1 - 0,91). Trong khi đó 2 dòng L9801-3-3 và L9801-3-4 lại có sự sai di truyền 
nhiều nhất so với giống gốc khoảng 45% (1-0,55). Sơ đồ hình cây chia làm 2 nhóm: Nhóm I bao 
gồm hai dòng L9801-3-3 và L9801-3-4 là hai hạt của cùng một quả nhưng có sự sai khác di 
truyền là khoảng 12 % (1 - 0,88). Nhóm II gồm 14 dòng còn lại và chia thành ba nhóm phụ, 
trong đó, dòng L981-1-1 và L981-2-1 là hai hạt từ hai quả khác nhau nhưng lại giống nhau hoàn 
toàn (100%), tương tự dòng L981-3-1 và L981-4-1 cũng là hai hạt từ hai quả khác nhau nhưng 
cũng lại giống nhau hoàn toàn ở mức độ phân tử. 
Tạo giống có sự hỗ trợ của chỉ thị phân tử luôn mang lại hiệu quả cao do giảm thiểu chi phí 
đồng ruộng mà thời gian rút ngắn. Kết quả nhận được ở đây cũng chứng minh thêm quan điểm 
này. Trong nghiên cứu này, 24 dòng lạc đột biến từ 2 giống gốc (VD2 và L9801) đã được các 
nhà tạo giống của Viện Nghiên cứu dầu và cây có dầu đánh giá là các dòng có triển vọng làm 
giống trong 3 vụ gieo trồng. Nhìn chung để loại bỏ chính xác các dòng có kiểu gen giống nhau 
trên chỉ thị hình thái còn hạn chế ở nhiều loại cây trồng. Dựa vào kết quả phân tích phân tử ở 
đây cho thấy việc loại bỏ chính xác các dòng lạc có kiểu gen giống nhau là hoàn toàn có thể. 













Hình 4. Sơ đồ hình cây của 16 dòng lạc đột biến với giống lạc đối chứng L9801 theo hệ số di 
truyền của DICE và kiểu phân nhóm UPGMA 
4. KẾT LUẬN 
Khi phân tích 11 cặp mồi SSR với 24 mồi dòng lạc đột biến đã nhân bản được 32 phân 
đoạn ADN, trong có có 18 phân doạn cho tính đa hình (chiếm 56%). Giá trị PIC dao động từ 
0,44 (L41) đến 0,85 (L32). Trong đó, 7/8 cặp mồi cho tính đa hình cao với giá trị PIC ≥ 0,5 
(chiếm 87,5%).   
Mức độ sai khác di truyền của 8 dòng lạc đột biến và giống gốc VD2 dao động từ 4% đến 
37%. Ba dòng lạc VD2-1-1, VD2-1-2 và VD2-1-3 (hai dòng VD2-1-1 và VD2-1-2 là hai hạt của 
cùng một quả, còn VD2-1-3 là hạt không của cùng một quả) giống nhau hoàn toàn ở mức độ di 
 70
truyền và khác với giống gốc là 4% (1 - 0,96). Dòng VD2-2-3 và VD2-2-4 có hệ số sai khác di 
truyền lớn nhất so với giống gốc khoảng 27% (1 - 0,73).  
Mức độ sai khác di truyền của 16 dòng lạc đột biến và giống gốc L9801 dao động từ 9% 
đến 45%.  Dòng lạc L9801-2-2 có hệ số sai khác di truyền ít nhất so với giống lạc gốc là 9% (1-
91), dòng L9801-3-3 và dòng L9801-3-4 có sự sai khác nhiều nhất so với giống gốc khoảng 45% 
(1-0,55). Trong số đó một số dòng không cùng một quả đôi khi lại giống nhau hoàn toàn ở mức 
độ phân tử (ví dụ dòng L981-1-2 và L981-2-1 và dòng L981-3-1 và L981-4-1) 
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SUMMARY 
EVALUATION OF MOLECULAR VARIATION OF MUTATED PEANUT LINES                      
BY SSR MARKERS 
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Eleven SSR markers were used to analyse molecular variation of 24 mutated peanut lines 
(eight originated from VD2 variety and 16 from L9801 variety). Overall, 8 out of 11 used 
markers  revealed polymorphism with Polymorphic Information Content (PIC) values from 0.44 
(L41) to 0.85 (L32), in which 7 markers showed the high level of polymorphism with PIC values 
≥0.5. The number of amplified DNA fragments ranged from 1 to 9 per marker with sizes ranging 
approximately from 120 bp to 360 bp.  The genetic dissimilarity coefficients analysis showed 
that among 8 mutated peanut lines, VD2-1-1, VD2-1-2 and VD2-1-3 lines were identical but 4% 
different from VD2 variety (1-0.96).  It is 27% (1-0.73) between VD2-2-3 and VD2-2-4 lines, 
and VD2 variety. Compare 16 mutated peanut lines and the parent variety L9801, the genetic 
dissimilarity coefficient values  ranged from 9% to 45%, in which  L9801-2-2  line  had the least 
different with about 9% (1-91), L9801-3-4 line was the most difference  in genetic about 45% 
(1-0,55). L981-1-2 and L9801-2-1 lines, L9801-3-1 and L9801-4-1 lines were identical. 
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